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SUlllluary 
From the result of isoelectrofocusing of a crude extract from the liver of squid， Dorytheuthis 
blekeri， itwas found that the extract contained a kind of cathepsin Bl [EC 3. 4. 22. 1] 
having an isoelect1'ic point of about 4.5 and another kind of cathepsin Bl which had been 
isolated and dete1'mined to have the isoelect1'ic point of 6.8. The fo1'mer was called 
cathepsin BI (F-4.5)， and the latter called cathepsin Bl (F-6.8) ter出 tively.
Cathepsin Bl (1"-4.5) was purified by the following steps: homogenization， ammonium 
sulfate f1'actionation (30-60% saturation)， DEAE-Sephadex A-25 column ch1'omatog1'aphy 
at pH 5.5， gel filt1'ation on Sephadex G-I00， isoelectrofocusing (pH 3.5-10) and iso幽
elect1'ofocusi時 (pH4-6). The purified cathepsin Bl (F-4.5) gave a single band on 
polyac1'ylamid巴 gelelect1'opho1'esis at pH 9.5. SDS-polyac1'ylamide gel elect1'ophoresis 
ofcathepsin Bl (F-4.5) suggested that the enzyme consisted oftwo subunits， both ofwhich 
had a molecula1' weight of about 25，000. Cathepsin Bl (F-4.5) showed an abno1'mal 
kinetics for the depcndence on the substrate concent1'ation. The initial velocity ma1'kedly 
inc1'eased in the p1'esence of 1.0 mM a-NωbenzoyI-nレarginine幽2-naphthylamide(BANA) 
01' above. Two d必i釘erentKm values foωl' ‘ the hyd1'ol片y冶Slおsof BANA vべ刊、
2.8邸5mMa剖tth児eBANA c∞onc巴nt位1'a以tionof 1.0 m為M 01' above and 0.34 mM a叫tthe concen-
tむl'‘1刻ationof 1し.0mMo凹l'below， at 400C in 0.1 M acetate buffe1'， pH 5.5. The optimum pH 
fo1' the hydrolysis of a-N-benzoyl-L-a1'gi凶namide(BAA) and BANA was about pH 5-6. 
At pH 5-6 the enzyme was most stable. The enzyme was stable at 400C 01' below for 
one hour in the absence of レcysteine. L-Cysteine and EDT A・2Nawe1'e necessary for 
the ful activity of cathepsin Bl (F-4.5). 
緒言
Cathepsin B (EC 3. 4. 22. 1)に関する多くの研究い7) によって， α-N-benzoyl-L -a1'gininamide 
(BAA) ，α-N-benzoyI-L-a1'ginine…s-naphthylamide (BANA) と α-N-benzoyl-L-a1'ginine-p-
キ現在，サンケイ化学(株)
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nitroanilide (BAPA)を加水分解する cathepsinB1とBAA.のみを加水分解する cathepsinB2 
が動物組織中に存在することがゆjらかにされたS¥cathepsinB1は，これまでに牛のm:臓1).ヒ
，ネズミの肝臓12) 人の肝臓3) ウサギの肝臓4)およびイカ類のj制服ト7)から桁製されてきた
ヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，のJF臓から均一に精製された cathepsinBIU) ~こ関して，そ
の分子・J誌が約 13 ， 600であり，またそのせi~TIぷが 6.8 であることをすでに報告した.しかしながら，
ヤリイカの肝臓から部分的に精製された cathepsinB1綴1弘を焦点常気;l;HuJ(pH 3.5-10)によっ
て分別したとき， pH4.51対近!こ等fiぷを有し， BAA加水分解舟i生を有する未知の cathepsinB 
が存寂することを見出した.予備災験の結果，この未知の cathepsinB は， BANAの加水分解
をも創!嫁したので， cathepsin Bl (F -4.5) と仮称された. なお， 1Ir殺に記殺された cathepsin
B1はcathepsinB1 (F-6.8)と仮称された.
cathepsin B1 (F -4.5)とcathepsinB1 (F -6.8) とは瓦いにアイソザイムであると考えられた
が，ヤリイカの肝臓中κcathepsinBl (F -4.5)が総かに存夜するのかどうか不明であった.ま
たその水質についても会く不明であった.
本報告において，その存在をゆ}らか;こするとともに，高度にあIn~~ れた cathepsin Bl (F -4.5) 
*~rWlの 2 ， 3 の特Eぎについて記載する.
綴方法
材料と試諜 ヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，のJF臓は鮮f.{U，5(佐賀市)から提供され，使
用するまでデ、ィープ・フリーザー1fTIr保存された.
α…N-benzoyl-DL-arginine-l3-naphthylamide' HCl (BANA)とαN.-benzoyl-L-argininamideo
HCl (BAA) はタンパク質研究奨励会(大阪)から隣人された. bovine s色rumalbumin， oval-
bumin， chymotrypsinogen Aおよび cytochromeCはSchwarzjMann社から1!f.られた.DEAE嶋
Sephadex A-25， Sephadex G-25， G--50および G-lQOは PharmaciaJapanから!成人された.
Ampholine (pH 3.5町 10)および Ampholine(pH 4…6) は LKB*上から符られた.限外ろjl!股
(UM-2)と力IH:セノレ (UF-202とUF-12)はAmiconFar East社から購入された.
BANAおよび BAA加水分解活性の定盤 cathepsin B1 (F-4.5)の BANAおよび BAAIr 
対する加水分解活性は (ìíH~6) 1乙記殺された方法{と従って定泣きれた.
タンパク髄濃度の定畿 タンパク質濃度は， 280nm における吸光度 (A280mn)を測定する
ことによって定量された.
ポリアクリルアミドゲル電気泳動 ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動は， Davis'ザ)の)j法lこ
従って， 15~ぢゲノレを用いて pH9.5 において行われた.室温でゲ、ノレカラム 1 本当り 4mA の定電流
を通泣することによって，ゲノレに添加されたタンパク質を泳動させた.泳動後，ゲノレゅのタンパ
ク質は， Diezelら10)の方法によって 0.25必 Coomassiebrilliant blue G-250そ潟いて染色された.
焦点礎気泳毅 IW~タンパク Plの焦点;滋気泳動は， pH3ふ.10および pH4…6の pH勾配を
与えるAmpholineを用いて行われた.Vesterbergll)の方法に従って，あらかじめ1.096glycine 
i(:ij?衡化された醇液を， 0-409<づ sucrose(班線的濃度勾配)と1.096Ampholineを含む LKB
焦点電気泳動jちカラム (110ml) r11で.400Vで48時間 (pH3.5…10の Ampholineを用いた場合)
或いは 600Vで48時rm(pH4--6の Ampholineを用いた場合)述屯することによって泳動させた.
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泳動後，カラム内で分別されたタンパク質を 2.5mlずつ分淑した.得られた各フランシ日ンにつ
いて，タンパクヂ~i投皮，際索活性および pH の il!日定を行った.
五百il. J!tノk.51三lIuj:ヤ 1)イカの CathepsinB1 (1"…4.5)のiil討L
限外ろ過 般家淡の担織は， UM-21渓外ろ過!肢と力IlJ:セノレ (UF202或いは UF-12)をJlJ
いて， 3.5-4.0 Kg/ cm2の議決ガスで加fEしながら行われた.
結果およ
Cathepsin Bl (F--4.5)の存在
f反#};された cathepsinBl (F-4.5)は，ヤリイカ ，D. bleeheri，の肝臓の犯j111¥淡にすでに含ま
れていたのか，或いは cathepsinBl (F-6.8)がその精製過程で何らかの修飾を受けて2次的lζ
生じたのかという 2つの可能性が考えられた.この問題そ確かめるために，ヤザイカの肝臓の抽
出淡を1.0必glycineI乙平衡化 (SephadexG-25， 40C)した後，ただちに然}!J.1[i気泳動 (pH3.5-
10)によって等i起点分別した. Fig.lにその紡糸を示す. pH6.8附近に等f起点を有する cathe-
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psin Bl (F-6.8)に相当する大きな BANA加水分解活性のピークのf患に pH4.5~付近にも cathe­
psin Bl (F -4.5) による BANA加水分解活性の小さなピークが観察された. 従って caめか
psinB1 (F -4.5)はヤリイカの肝臓の組長IH:I液にすでに合まれていることがi列らかになった.
Cathepsin Bl (F-4.5)の精製
cathepsin Bl (F…4.5)の存犯は磯められたけれども，その本体については全く不明であったの
で，まず cathepsinBl (F-4.5)をヤリイカの肝臓から単離することを試みた. 下記の精製の各
段1背は 2-50Cで行われた.
第1段階抽出 ヤリイカのJf械を細切し， 0.9タl5NaClを含む O.IM昨酸緩衝液， pH5.5を
用いてワーリングプレンダー中でホモジナイズした.そのホモジネートをガーゼを用いてろi践し，
さらにCelite535と Standardsuper-celを用いてろ過することによって緑樹色の透明な主lJl出疫
を得た.
第2段階硫安分別 そのお11111液に間体硫安を機械的に1~廿I~ しながら加えて ， 30?o硫安飽和!
とした.pHを5.5!こilJ，~殺した後，その混合液を 40C で一夜静寵した.生成した沈でん物を徐去
するために，その混合液を Standardsuper-celを補助剤として用いて吸引ろ過した.そのろ液
にさらにfv!t安を加えて609o硫安飽和とした.生成したjえでん物を 6，500xgで20分間違心分離す
ることによって集めて， 0.01M酢酸緩衝液， pH5.5，!と溶解した.この添液を，あらかじめ0.01
M 酢毅緩衝液， pH5.5， Iこ王子衡化しておいた SephadexG-25カラムを川いてゲjレろ過すること
によって脱思すると同時に上記の緩衝淡に乎衡化した.
第3段階 DEAE-Sephadex A-25カラムクロマトグラフィー 前段階で羽ーられた隣家液を，
あらかじめ O.OlM酢酸緩衝液， pH 5.5， !r~f-衡化しておいた DEAE-Sephadex A-25カラム(1.7
x21 cm) に添加した. 最初に上記の級官Fn皮を流して，カラムlζi汲若されないタンパク質を溶出
させた後，吸器されたタンパク質を 0.1，0.3および1.0MNaClを含む緩衝液を用いて段階的に
溶出させた.このクロマトグラフィーの紡糸を Fig.2Iζ示す.前もって行われた予備実験の結
果， cathepsin Bl (F-6.8)は， J二記の条件下では， DEAE“Sephadex A-25 I乙吸殺されず， cathe-
psin Bl (F -4.5)はそれに吸着されて， 0.3M NaClを含む上記の緩衝液で溶tHされるという知見
を得ていたので， 0.3M NaClを含むt記の緩衝液で溶出され，しかも BANA加水分解活性を有
Fig.2. 
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するフラクションを集めて，限外ろ過によって濃縮された.従って，このイオン交換ク口マトグ
ラフィーによって， cathepsin B1 (F-4.5)を効率的に濃縮することができた.
第4段階 Sephadex G-IOOによるゲ}[;ろ過 前段階で得られた目下京液を， あらかじめ0.2
M NaClを合む O.OlM酢酸緩衝液， pH5.5， ，ζ王子衡化しておいた SephadexG-100カラム (5x
130cm) ，乙添加し，上昇法によって総出させた.その溶出パターンを Fig.3，ζ示す.このゲ、ノレろ
j設において， P!E-の BANA加水分解活性のピークが観察された. 活性どを有するフランクション
を集めて，限外ろ過によって濃縮した後，再度SephadexG-100カラム (2.5x90cm)を万jいて
ゲ、ノレろj践した.
Fig.3. 
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第5段階 焦点霞気泳動 (pH3.5-10) 前段階で得られた際系放を，限外ろ過によって1.0%
glyicne !乙平衡化した. その酵素液を， Vesterbergll) の方法K従って， ampholine (pH 3.5-
10)とsucroseを用いて調製しておいたカラムに添加した. カラムを 0-20C1と冷却しながら，
400Vで481l，'fln通電することによって，際索液J:tのタンパク質を等屯点分別した.泳動後分取さ
れた各フランクション (2.5m{)の pH，タンパク質濃度 (A280nm)と BANA加水分解活性を測定
した.その溶1パ!ター ンを Fig.41乙;示す.得られた pH匂配において pH4.511付近K BANA加
水分解活性のピークが，タンパク質のピークと一致して，観察された.しかも， pH6.8附近には
全く BANA加水分解活性が認められなかった.しかしながら，得られた cathepsinB1 (F-4.5) 
溶液[1:11とは他のタンパク質が混恋していると思われた. 活性を存するフラクションを集めて，
1.0タZ)glycine K:>ド衡イとしておいた SephadexG叩 50カラムを用いてゲ、ノレろ過することによって，
酵素液中に滋在する sucroseとampholine(pH 3.5-10)を除去すると同1おと1.0.96glycine n:再
び王子衡化した.
第6段階 焦点噴気泳動 (pH4-6) lir段階で得られた酵素波を， pH4…6の総磁の ampho-・
lineを用いて 600Vで481l;Jj'11n焦点電気泳動させた.泳動後の溶出パターンを Fig.5!ζ示す.Fig. 
51乙見られるように， pH4.5附近にi駁ーの BANA加水分解活性のピークが，タンパク質のピー
クと一致して観察された.活性を有するフラクションを集めて， 0.01M酢酸緩衝液， pH5.5，に
あらかじめ平衡化しておいた SephadexG-50カラムを用いてグノレろ過した昏得られた隊索液を
cathepsin B1 (F-4.5)溶液と呼んだ.
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Cathepsin BI (F-4.5)の均一性
cathepsin Bl (F-4.5)の純度を調べるために pH9.5においてポザアクリノレアミドゲ、jレ活気泳
動を行った.その泳動パターンを Fig.6Iζ示す.cath邑psinBl (F -4.5)は，nlf~-のタンパク質
バンドを与えたことから，ポリアタリノレアミ Fm気泳動的!と均一であると忠われた.
Cathepsin Bl (F-4.5)の分子毅 cathepsin Bl (F-4.5)の分子fitおよび構成しているポリプ
プチ Fの数を調べるために， SDSバj;'リアクリルアミドゲノレ電気泳動を行った. タンパク質
として， bovine serum albumin (MルiV.67，000)， ovalbumin (M爪T.43，000)，chymotrypsinogen 
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Polyactylamide gel electrophoresis of purified cathepsin BI (F…4-.5) Fig. G. 
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A (M.w. 25，000)および cytochromeC (M.W. 12，400)を用いた. 泳動後，それらの標準タン
パク質および cathepsinB1 (F-4.5)の易動度 (Mobility)をそれらのタンパク質の分子Jiの常川
対数 loglo(M爪T.)IC対してプロットした.その結果を Fig.71ζ示す.cathepsin B1 (F -4.5)は
2本のタンパク質のバンドを与え，それらは分 j-1i1:約50，000のタンパク質と分子1i約25，000の
タンパク質にそれぞれ相当した. この事実から， cathepsin B1 (F-4.5)は分子GJ約 25，000の2
つのサブユニットから成り，それらは1.0必SDSの存在下で u.lCfl押離してくることが1I1'f示された.
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Cathepsin Bl (F-4.5) 0:基質濃度依存性 種々の濃度の基質 BANA(0.25-5.0 mM)の存{r:
Fで cathepsinB1 (F -4.5) 1とよる加水分解反応の初速度を測定し， Lineweaver-Burkプロット
によって恭質濃度の逆数 (l/S)に対して初速度の逆数 O/vo)与をプロットした.その紡来をFig.
81乙示す.BANAの濃度が1.0mM以上の場合，反応の初迷度が若:しく駒大した. 1.0mM以上
の法質濃度において cathepsinB1 (F -4.5)の見儲け!この Km依は 2.85mMであったが， 1.0mM 
以下の場合，その Km値は 0.34mMと算flされた.
このよう IC，cathepsin B1 (F -4.5)は2つの Km値を与えるという呉常な基準濃度依存性を
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示した.)Hi濃度が1.0mM以上になった場合には， ES-複合体の他Kもう一つの複合体， SES-
複合体が形成されるという動力学によって， ζの現象は説明されるであろう. cathepsin B1 (F-
4.5) が2つのサブユニットから構成されている ζ とが暗示されたことから，それらのサプユ
ニットはそれぞれ BA1'¥l"A加水分解活伎を有し， しかも BANA!ζ対して災った親和性を示すの
ではないかと推察される.
Cathepsin B1 (F-4.5)のその他の性紫 cathepsin B1 (F4.5)の BANA加水分解活性と
BAA加水分解.活性を，様々の pHにおいて測定した結果を Fig.9!ζ示す.BANA加水分解活
性のj法適 p廷は5-6であり，また BAA加水分解活性のそれは約5.0であった.また， Fig. 10 
1乙見られるように， cathepsin B1 (F-4.5)は pH5-6の縄問で安定であった.Fig. 11はcathe-
psin Bl (F-4.5) の活i'~I:化に及ぼすしcysteine の濃度の影響について調べた純来である. cathe-
psin B1 (F -4.5)の活性化は， cathepsin B1 (F--6.8)と開慌に， L-cysteineの行:花下で起った.
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cathepsin B1 (F-4.5)を活性化する前K，30~70oC の飽 rltl 内の各温度で 1 時的J fr!'ìlました後，
浅存する BANAおよび BAA加水分解活性を調べた.Fig.12に見られるように， cathepsin B1 
(F-4.5)は400Cまでは安定であったが， 400C以ヒの甑度では BA1'¥l"A および BAAK対する活
性が急敢に失われることが切らかになった.
これらの知見から， cathepsin B1 (F-4.5)は，これまでにヤリイカのJF織から単語itされている
cathepsin B1 (F-6.8)とは，分子fL号事'屯.rAtおよび恭質濃度依存性に関して，切らかに災ってお
り， cathepsin B1 (F-6.8)が修飾された給来2次i'l':JK生成された酵素であるとは考えられない.
cathepsin Bl (F-4.5)の活性が基質濃度と熊本命濃度との上むによって変動することが見出された
ので，精製過緩における活性の奴r立をロミ機lζ算出することが悶支!Eであった.そのための実験条件
の確立が必要であった.
cathepsin B1 (F-4.5) がサブユニット構造を有すること，またその s~'n~な赤質波茂依存性lζ 関
する知見から，今後，その際議の活性調節機構について研究することは意義があると考えられる.
cathepsin Bl (F-4.5)がヤリイカの肝臓の組抽出淡から， cathepsim B1 (F吋-6.8)KiJl続いて，
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(F-4.5) on concentration of L-cystcinc. 
精製・単離されたことから，その肝臓*において， cathepsin B1は滋々の形で存在している可
能性が示唆される.
摘 要
ヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，の肝臓の組長fl出淡を焦点電気泳動 (pH3_5-10)させた結采か
ら， pH4.5附近iζ等屯点を有する CathepsinB1 [EC 3. 4. 22. 1)とすでに1i離された.pH6.8附
近I乙等電点を有する cathepsinB1が存在する ζ とが!暗示されたIlij者は cathepsinB1 (F-4.5) 
とまた後者は cathepsinB1 (F--6.8)と仮称された.
cathepsin B1 (F-4.5)は下記の操作によって紡:製された.ホモジナイズ¥硫安分別 (30--60必
飽和)， DEAE-Sephadex A-25カラムクロマトグラフィー (pH5.5)， Sephadex G-100 によるゲ
ノレろ過，焦点笥気泳動 (pH3.5-10とpH4…6).精製された cathepsinB1 (F-4.5)はポリアクリ
ノレアミドゲノレ沼気泳動 (pH9.5)において単一のパン F与を与えた.SDSポリアクリノレアミドゲノレ
電気泳動において， cathepsin B1は分子泣約25，000のタンパク質に相当する 2つのサプユニッ
トから成る ζ とが示唆された. cathepsin B1 (F-4.5)は， その基質濃度依存性lと関して，:%1;な
な重IJ力学を示した.1.0mM以上の α-N…bengoyl-DL-arginine-2-naphthylamide(BANA)の存
在下で，その初迷皮が顕著に土台大した. O.lM酢酸緩衝液， pH5.5， ~þ で 400C という条件下で，
1.0mMより高い BANA縫度では，その Km値は 2.85mMであり， 1.0mMより低い BANA
濃度ではその Km依は 0.34mMであると釘ー出された.αN-benzoyl-L-argininamide(BAA)と
BANAの加水分解に対する最適 pHは約 pH5-6であった.pH5…6でこの酵素は最も安定であっ
た L-cysteineが存夜しない場合， 400C以下の温度で1時間では，この際京は安定であった.
cathepsin B1 (F-4.5)はL-cysteineとEDTA・2Naの存在下で完全に活性化された.
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